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Клональная изменчивость Гітах /ауиѕ (Ритопайа, Глтас!ае): аллозимный, кариологический и мор- 
фологический анализ. Гарбар А. В., Чернышова Т. Н. — В результате анализа аллозимной измен- 
чивости Гітах Пауих (Тлппаецз, 1758) установлено, что его популяции имеют клональную струк- 
туру, характерную для партеногенетических видов. Отсутствие промежуточных генотипов, 
совместное существование и морфологическая обособленность клонов подтверждают их репро- 
дуктивную изоляцию. Образование гаплоидных клеток (п = 31) в мейозе свидетельствует о раз- 
множении путем мейотического партеногенеза. 
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Сюопа! Уапа у оѓ /ітах Латих (Ритопаа, Шітасійае): АПохуте, Кагуо!оруса! апі Могрвоюзса| 
Апа|у$15. Сагђаг А. У., Сһегпуѕһоуа Т. №. — Аза геѕші оѓ аПо7уте уагіабііќу апа1уѕіѕ, роршаііопѕ оѓ 
Итах Лауиѕ (1лппаеиѕ, 1758) аге ѕһоуп ќо Вауе сІопа! ѕігисёцге, (уріса! Юг райпепозепейс ѕресіеѕ. 
Тһе абѕепсе оЁ іпіегтеаіаѓе репоѓуреѕ, соехіѕіепсе апа тогрпо!оз1са! ѕерагаійоп оѓ сІопеѕ сопћгт Фет 
гергойисііуе іѕојайоп. Еогтайоп оѓ һаріоіа се|$ (п = 31) іп теіоѕіѕ, іпаісаѓеѕ (ће гергодисНоп Бу теі- 
ойс рагіћеповепезѕіѕ. 


Кеу могаӣѕ: /ітах Лауиз, аПотуте уагіаЫііу, сІопе, Кагуоѓуре, тогрһоІору. 


Введение 


Природный ареал [тах ћауиѕ (Ііппаеџѕ, 1758) охватывает средиземноморские страны Европы 
и Передней Азии. Однако вид широко расселился по всему миру и в настоящее время является кос- 
мополитным (Лихарев, Виктор, 1980). На территории Украины /.. /ауиѕ ранее был обнаружен в урба- 
низированных биотопах Крыма и южных областей страны (Лихарев, Виктор, 1980; Сверлова и др., 2000). 
Хотя, учитывая его широкое распространение в западной Европе, возможным является обнаружение 
этого вида и в более северных регионах. 

Электрофоретические исследования генетической изменчивости слизней семейств Агіопійае, 
РЬотусійае и Штасійае показали, что амфимиксис является нормальной, но не единственной систе- 
мой размножения у большинства видов наземных моллюсков (МсСгаскеп, Зейап4ег, 1980; Маз, 
Ноҝтапп, 1981). Так, у некоторых видов семейства Агіопійае (Атоп /аѕсіаіиѕ, А. сіғситѕсғіріиѕ и А. 5Й- 
уаїісиѕ) факультативное или облигатное самооплодотворение является преобладающей системой раз- 
множения, и их популяции представлены одной или несколькими моногенетическими формами (био- 
типами). Хотя в этом случае нельзя исключить партеногенез, который приводит к подобным резуль- 
татам (МсСгаскеп, Зе]апает, 1980; №іскіаѕ, Нойтапи, 1981; ВаскеЦаи еї а1., 1997; Јогаепѕ еї а|., 1998). 
Следует отметить, что анализ морфологических особенностей обнаруженных биотипов авторы не 
проводили. Для других видов этого семейства (А. @ѕіїисіиѕ и А. ћоғіепѕіѕ) характерен амфимиксис. Из 
рода тах генетически исследованы несколько популяций [. тахітиѕ из Англии. Характер генетиче- 
ской изменчивости в этом случае свидетельствует об амфимиксисе, который считается преобладаю- 
щим способом размножения в семействе ітасійае (Мссгаскеп, ЗеЙапает, 1980; Ро. е{ аї., 1984). 
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Электрофоретическое исследование [. Лауиз и Г. рѕеийоћауиѕ из Великобритании (Еуапѕ, 1985) 
показало наличие чётких различий между ними по спектрам неспецифических эстераз (Еѕ), однако 
популяционно-генетический анализ не проводился. 

Хромосомные наборы слизней практически не исследованы. На сегодня известны гаплоидные 
хромосомные числа (п) около 20 видов из различных семейств (Веезоп, 1960; Тһігіоі-Ошіеугеиіх, 2003). 
Только для одного вида — Гейтапіа теШепя5 — определено диплоидное число (2п) и хромосомная фор- 
мула. Известно, что гаплоидный набор [. Лауиу включает в себя 31 бивалент (Вееѕоп, 1960). Однако 
на территории Украины этот вид кариологически не исследован. 

Учитывая это, актуальным является комплексное исследование [. /ауиѕ с привлечением элек- 
трофоретических, кариологических и морфологических методов. 


Материал и методы 


Исследовано 8 выборок моллюсков, собранных на территории 6 областей Украины в весенне- 
осенний период 2009 г. (табл. 1). Сбор и исследование моллюсков проводили по общепринятым мето- 
дикам (Лихарев, Виктор, 1980). 

Для биохимического генного маркирования и морфологических исследований использовано 
91 экз. слизней, идентифицированных как /. Лауиз по определительным таблицам (Лихарев, Виктор, 
1980), причем от 12 экз. получены кариологические препараты пригодные для анализа. 

Методом электрофореза в полиакриламидном геле с использованием ТРИС-ЭДТА-боратной систе- 
мы буферов (Реасоск еѓ а!., 1965) в экстрактах из хвостовой части тела исследована электрофоретиче- 
ская изменчивость спектров ферментов аспартатаминотрансферазы (Аа{), малатдегидрогеназы (Маһ), 
лактатдегидрогеназы (1.46), неспецифических эстераз (Еѕ) и супероксиддисмутазы ($094). 

Препараты хромосом готовили из тканей гонады по методике, которую ранее успешно исполь- 
зовали для исследования кариотипов пресноводных моллюсков (Гарбар, Гарбар, 2007). Животным дела- 
ли инъекцию 0,05%-ного колхицина за 23 ч до вскрытия. Материал гипотонировали 60 мин в дистил- 
лированной воде и затем фиксировали в смеси 96%-ного этанола и ледяной уксусной кислоты в соот- 
ношении 3 : 1. Хромосомные препараты готовили методом отпечатка. Высушенные препараты 
окрашивали в течение 10 мин в 10%-ном растворе азур-эозина по Романовскому, приготовленном на 
0,01 М-ном фосфатном буфере (рН 6,8). Анализ препаратов осуществляли с помощью микроскопа 
«Микмед» (ок. 10, об. 90). 

На живом материале определяли характер фоновой окраски, рисунок на мантии и спине, цвет 
слизи. Дальнейшие исследования проводили на слизнях, фиксированных в 70%-ном растворе этано- 
ла. Вскрытие слизней проводили под микроскопом МБС-1 в 70%-ном растворе этанола по общепри- 
нятой методике (Лихарев, Виктор, 1980). Измеряли длину тела моллюска (1), яйцевода (Гоу), семя- 
приемника (15р), резервуара семяприемника (11$), пениса (1). 

Статистическая обработка материалов осуществлена с помощью пакета прикладных статистиче- 
ских программ РАЅТ. 


Результаты 


Биохимическое генное маркирование 

У Г. Лауиѕ спектры Ааї, Ѕоа и Маһ, кодирующие соответствующие фермен- 
ты, при данных условиях электрофореза были мономорфными. Тогда как спек- 
тры неспецифических эстераз (Еѕ-1 и Еѕ-3) проявляли полиморфизм (рис. 1). 

В исследованных выборках обнаружено три фиксированных электроморфы 
локуса Еѕ-1, отвечающие условным генотипам Еѕ-1°, Еѕ-1%% и Еѕ-1% и четыре фик- 


Таблица 1. Места сбора Г. /ариѕ 
ТаЬе 1. РіІасеѕ оѓ Г. /ариѕ соПесііоп 


№ Географические координаты 
Выборка а (децимальные градусы) 

Широта Долгота 
с. Червоное (Андрушёвский р-н, Житомирская обл.) 28 49,9768 28,8659 
г. Сарны (Сарненский р-н, Ровенская обл.) 2 51,3272 26,6260 
с. Рубченки (Володарський р-н, Киевская обл.) 15 49,5608 29,7209 
с. Рея (Бердичевский р-н, Житомирская обл.) 3 50,0223 28,6237 
с. Корнин (Попельнянский р-н, Житомирская обл.) 12 50,0776 29,5513 
с. Степок (Акимовский р-н, Запорожская обл. ) 5 46,3023 35,3083 
п. Малореченское (г. Алушта, АР Крым) 16 44,7587 34,5602 
с. Ладыги (Староконстантиновский р-н, 15 49,7489 27,4714 


Хмельницкая обл.) 
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Рис. 1. Изменчивость неспецифических эстераз /. Лауиз (1, П,У — «опе /. Лауиз). 
Но. 1. Г. Лауиѕ поп-ѕресійс еѕѓегаѕе уапа Шиу (І, П, У — ЕЁ. Лауиз біоѓурезѕ). 


сированных электроморфы локуса Еѕ-3, отвечающие условным генотипам Е$- 
3, Ез-3, Еѕ-3°% и Еѕ-3%, По характеру полиморфизма этих локусов на терри- 
тории Украины можно выделить не менее 6 клонов /. Лауиз, отличающихся раз- 
личными сочетаниями этих генотипов (табл. 2). 

Характерно, что большинство выборок представлены одним клоном (табл. 3). 
Только в двух случаях выявлено по несколько генетических форм: Корнин 
(Житомирская обл.) — две и Малореченское (АР Крым) — три формы. 

При этом два клона: /. Лауиз-Ги І. Лауи5-П, являются массовыми и обнару- 
жены в четырех и трех выборках соответственно (табл. 3). На них приходится 82,5% 
всех исследованных особей. Остальные четыре клона были представлены только 
в одной выборке каждый. В целом [. Лауиу характеризуется довольно высоким уров- 


Таблица 2. Генетическая структура и разнообразие клонов Г. Лазиу 
Та е 2. Г. Латиз эепейс ѕїгисёџге апа с1опе уагіарііќу 


Лов Клон /. Лауиу 
т П Ш | ГУ У м 
Еѕ-1 |90) аб |95) аб сс |0) 
Еѕ-3 аб сс абс аб аб ас 


Примечание. Мономорфные локусы — Маһ, Ааї, 504. 


Таблица 3. Распределение клонов Г. Латиз по выборкам 
Та Бе 3. Г. /аруиѕ сопе іѕігірибіоп іп ѕатріеѕ 


Клон 2. Лауиз 
Выборка 

І П Ш ГУ № У 
Червоное 28 
Сарны 2 
Рубченки 15 
Рея 3 
Корнин 7 5 
Степок 5 
Малореченское 3 8 5 
Ладыги 15 


Всего 40 35 8 3 5 Б) 
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Рис. 2. Кариотип Г. Лауиз: а — митотическая метафаза; р — диакинез. 
Ро. 2. Кагуоѓуре оѓ Ё. Лауи5: а — шиойс теѓарһаѕе; р — іакіпезѕіѕ. 


нем клонового разнообразия (15,2), который базируется на среднем количестве осо- 
бей на один клон. 


Кариотип 

В результате кариологического анализа установлены хромосомные числа /[. Ла- 
уиѕ в гаплоидном (п = 31) и диплоидном (2п = 62) наборе (рис. 2). У всех иссле- 
дованных экземпляров количество хромосом было стабильным. Полученные 
результаты подтверждают данные предыдущих исследователей о хромосомном 
наборе данного вида (Вееѕоп, 1960). 


Морфологический анализ 

Слизни, в отличие от других моллюсков, характеризуются ограниченным 
количеством диагностических морфологических признаков, что связано с прак- 
тически полной редукцией раковины. Многие виды имеют характерные особен- 
ности в окраске, позволяющие их идентифицировать. Однако в пределах одного 
вида этот признак часто обнаруживает значительную изменчивость. Слизни [. Ла- 
уиѕ в этом отношении являются исключением и характеризуются однотипной 
окраской. Поэтому для дальнейшего анализа использованы преимущественно 
параметры половой системы, абсолютная длина тела моллюска и некоторые мор- 
фологические индексы. 

Абсолютные значения исследованных параметров варьируют в широких пре- 
делах, тогда как морфометрические индексы характеризуются большей консерва- 
тивностью (табл. 4). 

Исследованные признаки не позволяют надежно идентифицировать выделен- 
ные клоны, однако результаты дисперсионного анализа (1850-тест) свидетельствуют 
о наличии достоверных различий между наиболее массовыми из них по ряду пара- 
метров. Так, Г. Лауиз-Ги І. Лауиз-П отличаются только по абсолютной (11$) и отно- 
сительной (11$/1.5р) длине резервуара сперматеки. Клон [. Лауиз-Ш от двух пер- 
вых достоверно отличается не только по относительной длине резервуара сперма- 
теки (115/15р), но и по абсолютной (Іоу) и относительной (Іоу/1.) длине яйцевода. 

Похожие результаты дает дискриминантный анализ (табл. 5). Общий уровень 
дискриминации низкий (69,23%), что свидетельствует о значительном сходстве кло- 
нов. Однако более 70% экземпляров /. /ауиѕ-І и І. Пауиз-П были идентифициро- 
ваны правильно по результатам анализа. Для вида с таким ограниченным набо- 
ром диагностических признаков это довольно высокий уровень дискриминации. 
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Таблица 4. Средние значения (М) и стандартные ошибки (т) основных морфологических параметров 
клонов С. /Їауиѕ 
Таре 4. Еѕітаќеѕ оѓ шеап (М) апӣ ѕѓапіага еггог (т) іп таіп шогрвоюз1са| рагатеќѓегѕ оѓ 2. Латих сІопе 


Клон 

Признак І П Ш ГУ У У 
№ = 23 №Х = 22 №ъ№=7 №ъ№= 2 №ъ№= 2 М=4 
Іѕр, тт М 7,06 7,51 6,46 4,48 6,25 7,65 
т 0,33 0,43 0,71 1,08 0,65 0,77 
ш, шт М 3,81 4,55 4,46 2,90 3,90 5,14 
т 0,21 0,27 0,55 0,70 0,70 0,44 
Гоу, шт М 14,83 14,69 11,47 11,05 10,53 10,03 
т 0,57 0,70 0,89 1,00 1,03 0,98 
Ір, шт М 13,30 12,53 13,16 10,83 13,43 14,70 
т 0,26 0,49 1,09 1,98 2,03 0,59 
Ш, шт М 42,32 43,46 46,26 44,65 35,98 40,35 
т 1,01 0,78 5,56 0,35 4,03 1,43 
Іх8/15р М 0,54 0,61 0,68 0,65 0,62 0,68 
т 0,02 0,02 0,03 0,00 0,05 0,04 
Гоу/1. М 0,35 0,34 0,26 0,25 0,30 0,25 
т 0,01 0,02 0,02 0,02 0,06 0,02 
ГРИБ М 0,32 0,29 0,30 0,24 0,37 0,36 
т 0,01 0,01 0,03 0,05 0,01 0,01 


Таблица 5. Надежность дискриминации наиболее массовых клонов /.. /їауиѕ 
Та е 5. Тһе @15сгиитайоп гена Шу іп Г. /ауиѕ то${ пишегои$ с1опе 


Биотип % Г. Лауиѕ-1 І. Лауиѕ-П Г. Лауиз-Ш 
І. Лауиѕ-1 73,91 17 6 0 
І. Лауиѕ-П 72,73 5 16 1 
І. Лауиѕ-1 42,86 1 3 3 
В целом 69,23 23 25 4 


Функция 2 


О Г. Лауиѕ-1 
Ш /. Лауи5-П 
А Г. Лауиѕ-111 


Функция 1 


Рис. 3. Диаграмма рассеяния выборок наиболее массовых клонов в пространстве первых двух дискри- 
минантных функций. 

Ес. 3. Тһе Частат оѓ тоѕі поитегоиѕ сІопе затр/ез аіѕігібиіоп іп (ће ѕрасе оѓ бгѕі апа ѕесопа аіѕсгітіпапі 
Ғопсіїоп. 
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Диаграмма рассеяния выборок наиболее распространенных клонов в простран- 
стве первых двух дискриминантных функций (рис. 3) также свидетельствует о нали- 
чии определённой морфологической обособленности этих групп. Облака рассея- 
ния довольно компактны и перекрываются только частично. 


Обсуждение 


Известно, что при полном самооплодотворении популяции разделяются на 
серии линий, которые быстро становятся гомозиготными. Подобная ситуация обна- 
ружена у ряда видов слизней семейства Апотаае (Еой2 ей а|., 1984; ВаскеЦам ей а1., 
1997). Для представителей семейства Гтасае такая генетическая структура 
популяций считается нехарактерной. Из 12 исследованных видов только в популя- 
циях Дегосегау аэтеяе наблюдали нулевую гетерозиготность, на основании чего был 
сделан вывод о том, что этот вид размножается путем самооплодотворения (Рой 
е а|., 1984). Заслуживает особого внимания еще один вид из этой группы — 
егосегах Іаеуе. Большинство исследованных популяций этого вида характеризо- 
вались нулевой гетерозиготностью и только в нескольких был обнаружен неболь- 
шой процент гетерозигот, что, по мнению авторов, свидетельствует о смешанной 
системе размножения (МсСгасКкеп, Зеапаег, 1980). 

Генетическая структура популяций Ё. Латиу существенно отличается от ранее 
описанных случаев. Обнаруженные клоны, как правило, гомозиготны только по 
одному из двух исследованных полиморфных локусов, а по второму гетерозигот- 
ны. Один клон (Ё. Лауиз-[У) оказался гетерозиготным по обоим локусам. При этом 
почти все популяции представлены отдельными клонами. Только в двух случаях 
наблюдали сосуществование нескольких генетических форм. Так, два клона из 
с. Корнина были гетерозиготами по локусу Ё5/-3 (Е5-3*^) и гомозиготами по локу- 
су Е5/-1. При этом у Г. Лауиз-{ наблюдали фиксацию аллеля Ё5-15”, тогда как /. Йауиѕ- 
У характеризовался фиксированным аллелем Ё5-1°^°. У моллюсков из Крыма 
(п. Малореченское) наблюдается противоположная ситуация. По локусу Е/-1 все 
исследованные экземпляры были гомозиготными (Еѕ-1°%), а по локусу Е5/-3 отмече- 
ны три фиксированных гетерозиготных генотипа (табл. 2). При этом Г. Лауи5-Ш 
характеризуется тригетерозиготным генотипом этого локуса ( Ё5-3=/*). Такая струк- 
тура более присуща полиплоидным организмам, но уже обнаружена нами ранее в 
некоторых популяциях диплоидного пресноводного моллюска Р/апогратих согпеиз 
(Межжерин и др., 2006). Описанные особенности генетической структуры популя- 
ций Г. Лауи; больше напоминают структуру популяций партеногенетических видов 
дождевых червей (Межжерин и др., 2007; Тейиуио, Заига, 2006), которые представ- 
лены многочисленными клонами с фиксированными генотипами. 

Вопрос о происхождении моногенетических линий у слизней до сих пор 
является предметом дискуссии. На основании результатов экспериментов по 
скрещиванию ПР. [еауе (№ісКІаѕ, НоЙтаппи, 1981) авторы сделали вывод о размно- 
жении этого вида путем партеногенеза. Однако другие исследователи (ЕоЇќ2 ей а1., 
1984) склонны считать подобную структуру популяций слизней следствием само- 
оплодотворения, хотя возможность партеногенеза полностью не исключают, спра- 
ведливо отмечая, что ясность в этот вопрос могли бы внести цитогенетические 
исследования (Бої еї а|., 1984). 

Проведенный нами кариологический анализ свидетельствует о нормальном 
протекании мейоза у Г. Лауих. Следовательно, классический апомиксис можно 
исключить. Маловероятными являются также формы партеногенеза с восстанов- 
лением диплоидности путем премейотического удвоения хромосомного набора и 
блокировки первого или второго деления мейоза, поскольку в этих случаях в мейо- 
зе количество хромосом должно быть диплоидным. Однако существует, по край- 
ней мере, две модели, в соответствии с которыми диплоидность хромосомного набо- 
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ра восстанавливается после мейоза (Юе Меецз еї а|., 2007). В первом случае про- 
исходит удвоение генома гаметы, что ведет к снижению гетерозиготности. Во вто- 
ром — восстановление диплоидности происходит в результате слияния полярных 
тел, что приводит к полному восстановлению материнского генома. Этот вариант 
более соответствует генетической структуре популяций [.. /ауиз. 


Выводы 


Таким образом, [. Йауиѕ является поликлональным видом, большинство 
популяций которого представлены отдельными клонами и только в некоторых слу- 
чаях наблюдается сосуществование нескольких генетических форм. Отсутствие про- 
межуточных генотипов в последнем случае свидетельствует об их репродуктивной 
изоляции. В пользу этого свидетельствует и некоторая морфологическая обособ- 
ленность этих генетических форм. Подобная генетическая структура популяций 
характерна для партеногенетических организмов. Поскольку в результате мейоза 
у этого вида образуются гаплоидные клетки (п = 31), наиболее вероятным являет- 
ся партеногенетическое размножение с восстановлением диплоидности после 
мейоза. 
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